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Abstract
誗 AIM: To evaluate the effect of phagocytic load on
apoptosis of cultured aged bovine retinal pigment
epithelium (RPE) cells.
誗 METHODS: The third generation of cultured aged
bovine RPE cells was cultured respectively with culture
medium, containing 200滋g/ mL photoreceptor outer
segment (POS) and 400滋g/ mL POS. Then the apoptosis
rates of RPE cells after 24, 48 and 96h were detected with
flow cytometry instrument (Annexin吁/ PI double staining).
誗RESULTS: In blank control group, the apoptosis rates
were very low at different time. After RPE cells were
cultured with culture medium containing 200滋g/ mL POS
for 24h, the apoptosis rate including early apoptosis and
late apoptosis was 1. 73%. As time going, the apoptosis
rate increased rapidly and reached 65. 92% after 96h.
After RPE cells were cultured with culture medium
containing 400滋g/ mL POS for 24h, the apoptosis rate
was 4.02%. And it reached 91.34% significantly after 96h.
誗 CONCLUSION: Phagocytic loads can induce the
apoptosis of RPE depending the time and dose.
誗KEYWORDS:retinal pigment epithelium; phagocytosic
load; phagocytic outer segment; apoptosis
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摘要
目的:了解吞噬负荷下体外培养老年牛视网膜色素上皮
(retinal pigment epithelium,RPE)细胞的凋亡情况。
方法:三代体外培养老年牛 RPE 中分别加入培养液、含
200滋g/ mL 感光细胞外节段(photoreceptor outer segment,
POS)的培养液、400滋g/ mL POS 培养液,分别于 24,48h
和 96h 用流式细胞仪(Annexin吁/ PI 双染法)检测细胞的
凋亡水平。
结果:在各个时间点,空白对照组的 RPE 凋亡比例极低,
200滋g/ mL POS 组 24h 凋亡比例(包括早期凋亡和晚期凋
亡)为 1. 73%;随着时间延长,凋亡比例增加明显,到 96h
时达到 65. 92%。 而 400滋g/ mL POS 组 24h 凋亡比例为
4. 02%,到 96h 时则高达 91. 34%。
结论:吞噬负荷量的感光细胞外节段可以诱导体外培养
老年牛 RPE 的凋亡,并且呈现剂量和时间依赖方式。
关键词:视网膜色素上皮细胞;吞噬负荷;感光细胞外节
段;凋亡
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0 引言
摇 摇 视网膜色素上皮(retinal pigment epithelium,RPE)细
胞位于感光细胞和 Bruch蒺s 膜之间,有许多重要的功能,
比如:生理黏附作用、吞噬感光细胞外节段(photoreceptor
outer segment,POS)、物质转运、免疫功能以及参与维生素 A
的代谢等。 其中最为重要的是吞噬及消化代谢 POS,此
功能对于维持感光细胞的功能及视功能具有重大意义。
摇 摇 在某些类型人视网膜色素变性(retinitis pigmentosa,
RP)以及 RP 动物模型中发现 RPE 吞噬功能障碍,同时
伴随有胞外物质的堆积或者某些脂质和蛋白水平的变
化
[1,2]。 还有随着年龄的增长,RPE 对 POS 的吞噬及消
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[3,4],细胞内脂褐素、细胞外玻璃膜疣以及感
光细胞外基质(interphotoreceptor matrix,IPM)的沉积,最
终导致老年性黄斑病变(age-related macula degeneration,
AMD)的发生及视力的损害。 而目前研究发现,视网膜
变性疾病与 RPE 凋亡关系密切。 本研究主要观察吞噬
负荷量的 POS 对 RPE 凋亡的影响,观察体外培养老年牛
RPE 在加入不同浓度的 POS 时,在不同时间点的凋亡
情况。
1 材料和方法
1.1 材料摇 牛眼球来自于屠宰场新鲜屠宰的老年牛。 主
要的试剂包括:鼠抗牛视紫红质(rodopsin)单克隆抗体
(购于 Chemicon 公司),F12培养液、Trypsin(购于 Gibco 公
司),胎牛血清(购于 PAA),蔗糖、氨基乙磺酸、考马斯亮
兰、荧光素 FITC、台盼兰、PI(购于 Sigma 公司),鼠抗牛
CK(MNF116)单克隆抗体、鼠抗牛 GFAP(sc-33673)多克
隆抗体以及鼠抗牛 S-100(M42701R)单克隆抗体(购于
Santa-Cruz 公司)。 荧光显微镜 Leica DM3000 及其软件
分析系统 Leica QWin Colour(德国 Leica 公司)。
1.2 方法
1.2.1 RPE 的分离和培养摇 将新鲜取出的牛眼球去除筋
膜组织,浸入含有 80 万 U 青霉素的生理盐水中 2h,更换
消毒液再浸泡 30min,然后沿锯齿缘将眼球剪开,弃去
前节和玻璃体,将视网膜取出之后,用 D-Hanks 充分冲
洗眼杯,去除残留的视网膜组织。 在眼杯中加入 2. 5g/ L
胰酶,常温下消化 15min。 加入含 100mL/ L 胎牛血清的
F12培养液中和,轻轻刮取 RPE 细胞,收集细胞悬液,
1000r/ min 离心 5min,细胞计数,用含有 200mL/ L 胎牛血
清的 F12培养液调整细胞浓度为 1伊10
5个/ mL 接种于培养
瓶,置于 37益,50mL/ L CO2培养箱中。 之后换液和传代
用含 100mL/ L 胎牛血清的 F12培养液。 根据细胞的生长
曲线,实验选择第 3 代细胞。
1.2.2 RPE 的免疫组织化学鉴定摇 RPE 细胞接种到置
有 10mm伊10mm 玻璃片的 24 孔板中。 40g/ L 多聚甲醛室
温下固定 15 ~ 20min。 然后分别用角蛋白(CK) 的抗
体、S-100 抗体、GFAP 抗体对其进行免疫组织化学鉴定。
1.2.3 POS 的制备摇 方法参照文献[5]。 将新鲜取出的
视网膜组织,剪成小的组织碎片,置于含 200g/ L 蔗糖,
65mmol/ L NaCl,1mmol/ L MgCl2,10mmol/ L 葡萄糖,5mmol/ L
氨基乙磺酸的 20mmol/ L Tris-HCl(pH=7. 4)缓冲液中轻
轻振荡 1min,1000r/ min 离心 5min。 取上清液,置于上述
的 Tris-HCl(pH=7. 4)缓冲液中,15000r/ min 离心 2min,
取上 清, 重 新 置 于 上 述 的 缓 冲 液 中, 4益 条 件 下
15000r/ min 离心 30min,弃去上清,沉淀即为 POS。 将
POS 悬 浮 在 含 有 0. 1mmol/ L NaCl 和 25g/ L 蔗 糖 的
10mmol/ L Na-磷酸盐缓冲液(pH= 7. 2)中,使用考马斯
亮兰-标准 BCA 蛋白分析仪计算 POS 的浓度。 调整浓度
为 500滋g/ mL,相当于 2伊10
8个 POS/ mL,将其分装到 1mL
的 EP 管中,置于-80益冰箱待用。
1.2.4 POS 的鉴定摇 对上述方法制备出来的 POS 进行
免疫组织化学鉴定。 将 POS 的悬浮液置于超速离心机,
12000r/ min 离心 25min。 弃去大部分上清,将其吹打混
匀,然后涂到涂有 100g/ L 多聚赖氨酸的载玻片上,室温
下晾干。 40g/ L 多聚甲醛固定40min。 PBS 冲洗3 遍。 60益
烤5min,置于-20益冰箱中备用。 用视紫红质(Rhodopsin)、
GFAP、CK 以及 S-100 的抗体进行免疫组织化学鉴定。
图 1摇 在加入 FITC-POS 4h 后可见 RPE 细胞内有大量标记
有 FITC 的 POS 绿色荧光颗粒。
1.2.5 POS 的 FITC 荧光标记摇 将冻存的 POS 于 4益条
件下解冻, 15000r/ min 离心 25min,弃去上清,将 POS 沉
淀重新悬浮于 0. 1mol/ L 碳酸氢钠缓冲液中(pH=9. 0),
加入 FITC 使其浓度为 1mg/ mL,黑暗中 1h
[5]。 15000r/ min
离心 25min,弃去上清,PBS(pH= 7. 2)冲洗两遍,将 POS
重新悬浮在含 50mL/ L 胎牛血清的 F12培养液中,调整浓
度为 50滋g/ mL,相当于 2伊10
7个 POS/ mL 吞噬实验备用。
1.2.6 RPE 对 POS 的吞噬摇 第二代体外培养的老年牛
RPE 细胞接种到置有 10mm伊10mm 玻璃片的 24 孔板中,
待其生长至80% ~90%融合状态时进行吞噬实验。 方法
按照文献[5]将 50滋L FITC-POS 悬浮液加入其中。 将其
置于37益,50mL/ L CO2培养箱中孵育。 于第4h 用 PBS-CM
(PBS 内含 2g/ L MgCl2和 0. 2mol/ L CaCl2)充分冲洗,将
游离的 POS 去除,将玻璃片置于 40g/ L 多聚甲醛中固定
15min。 PBS 冲 洗 干 净, 加 入 含 有 2滋g/ mL PI 的 PBS
20min 染核,然后采集图像。 Leica DM3000 荧光显微镜
及其 Leica PW4000 软件系统进行拍摄图片。
1.2.7 吞噬负荷实验摇 老年牛 RPE 生长至 80% ~ 90%
融合状态时,对照组中加入含有100mL/ L 胎牛血清的 F12
培养液,实验组一组中加入内含有 200滋g/ mL POS 和
100mL/ L 胎牛血清的 F12 培养液,另一组中加入内含有
400滋g/ mL POS 和 100mL/ L 胎牛血清的 F12培养液,将其
置于 37益,50mL/ L CO2培养箱中。 分别于 24,48,96h 将
细胞消化进行流式细胞仪检测凋亡。
1.2.8 凋亡的检测摇 采用 Annexin V/ PI 双染色法。 细胞
用含有 0. 2mL/ L DETA 的 0. 5g/ L 胰酶进行消化。 镜下
观察细胞的形态,当大部分细胞变成圆形时就要中止消
化,尽量减少胰酶对细胞的损伤,以免影响凋亡的检测。
细胞离心,计数,冷 PBS 冲洗一遍,离心,弃上清,加入
100滋L 结合缓冲液调整细胞浓度为 1伊10
6个/ mL,再依次
加入 5滋L FITC-Annexin吁和 10滋L PI。 避光 15min 后,加
入 400滋L PBS,流式细胞仪分析。 实验重复 3 次。
摇 摇 统计学分析:计量资料以 軃 x依s 表示,统计资料采用
SPSS 20. 0 进行分析。 空白对照组、200滋g/ mL POS 组与
400滋g/ mL POS 组之间,以及不同时间点之间的凋亡比例
采用单因素方差分析,P<0.05 为差异有统计学意义。
2 结果
2.1 老年牛 RPE 对 POS 的吞噬摇 从吞噬实验中可见,
RPE 细胞形态正常呈多边形或者梭形,细胞核呈红色,胞
内可见大量绿色荧光颗粒(图 1),说明正常情况下体外
培养老年牛 RPE 细胞吞噬 POS 的功能比较正常。
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组别
24h
Annexin吁
(-) / PI(+)
(死亡细胞)
Annexin吁
(+) / PI(-)
(早期凋亡)
Annexin吁
(+) / PI(+)
(晚期凋亡)
48h
Annexin吁
(-) / PI(+)
(死亡细胞)
Annexin吁
(+) / PI(-)
(早期凋亡)
Annexin吁
(+) / PI(+)
(晚期凋亡)
96h
Annexin吁
(-) / PI(+)
(死亡细胞)
Annexin吁
(+) / PI(-)
(早期凋亡)
Annexin吁
(+) / PI(+)
(晚期凋亡)
空白对照组 0.59依0.03 0.10依0.01 0. 32依0.02 0.84依0. 09 0.49依0. 01 0.56依0.01 1. 07依0.09 2.05依0.08 2.11依0. 10
200滋g/ mL POS 组 2.19依0.08 0.22依0.08 1. 51依0.05 8.33依0. 11 8.80依0. 10 3.96依0.15 0. 99依0.08 60.35依3.99 5.57依0. 06
400滋g/ mL POS 组 0. 80依0.005 2.00依0.01 2. 02依0.04 1.64依0.09 25.11依1.33 5.86依0.07 0.63依0.008 85. 01依5.75 6.33依0. 07
摇 摇 摇 摇 图 2摇 免疫组织化学鉴定 RPE 结果(伊400)摇 A:抗 CK 阳性;B:抗 S-100 阳性;C:抗 GFAP 阴性。
摇 摇 摇 摇 图 3摇 POS 碎片免疫组织化学鉴定(伊400)摇 A:抗视紫红质阳性;B:抗 GFAP 阴性;C:抗 S-100 阴性。
摇 摇 摇 摇 图 4摇 各组老年牛 RPE 在不同时间点的凋亡情况摇 A: 24h; B: 48h; C:96h。
2.2 RPE 细胞的免疫组织化学鉴定结果摇 从免疫组织化
学结果可以看出,所培养的 RPE 角蛋白染色(图 2A)及
S-100 染色均为阳性(图 2B),GFAP 染色为阴性(图 2C)。
说明体外培养的 RPE 纯度高。
2.3 POS 的免疫组织化学鉴定结果摇 新鲜制备的 POS 在
光镜下为细小杆状,经高速离心制备后变为碎片状物质,
用抗 Rhodopsin 抗体染色,碎片均为阳性(图 3A),但抗
GFAP(图 3B)和抗 S-100 染色(图 3C)均为阴性,说明制
备的 POS 纯度较好。
2. 4 各 组 不 同 时 间 点 的 凋 亡 情 况 摇 空 白 对 照 组、
200滋g/ mL POS 及400滋g/ mL POS 组在 24,48,96h 时的凋
亡情况见表 1 和图 4。 在空白对照组,随着时间的延长凋
亡比例极低。 在加入 200滋g/ mL POS 时,随着吞噬物 POS
蓄积时间的延长,RPE 的凋亡比例明显增加,24h 凋亡比
例(包括早期凋亡和晚期凋亡)为 1. 73%;随着时间延长,
凋亡比例增加明显,到96h 时达到65.92%。 当加入400滋g/ mL
POS 时,凋亡的比例继续增加(图 5),24h 凋亡比例为
4郾 02%,到 96h 时则高达 91. 34%。 这说明吞噬负荷量的
POS,可以明显诱导 RPE 的凋亡,并且随着时间的延长和
浓度的增加,凋亡比例明显增加。 统计学分析显示,三个
组之间以及不同的时间点之间的凋亡比例存在差异,差异
有统计学意义(空白组各个时间点 F=1565.687,P=0.000;
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胞的凋亡情况摇 A:24h;B:48h;C:96h。
200滋g/ mL POS 组各个时间点 F = 724. 988,P = 0. 000;
400滋g/ mL POS 组各个时间点 F=1271.767,P=0. 000)。
3 讨论
摇 摇 RPE 位于视网膜感光细胞和脉络膜之间,紧靠感光
细胞外节段,其吞噬 POS 对于维持感光细胞的功能以及
促进 RPE 及感光细胞的存活起着举足轻重的作用。 视网
膜下腔是由 POS、M俟ller 细胞和 RPE 共同组成的,POS 脱
落于视网膜下腔中,是感光细胞间基质(interphotorecepor
matrix,IPM)的重要组成成分。 RPE 的损伤对自身的吞噬
功能以及视网膜的正常功能产生影响,从而影响视功能。
研究表明,RP、年龄相关性黄斑变性等视网膜变性疾病都
与 RPE 凋亡有关。 目前人们越来越重视 RPE 凋亡在视网
膜变性疾病中的作用及病理机制。 广泛的研究显示
[6],缺
氧可以导致 RPE 的凋亡,但目前为止,还没有 POS 吞噬负
荷下 RPE 凋亡情况的研究。
摇 摇 本研究发现,正常体外培养 RPE 细胞凋亡很少,在加
入吞噬负荷量的 POS 会出现凋亡比例的明显增加,吞噬
负荷量增加凋亡比例也增加。 在吞噬负荷下,24h 时 RPE
细胞出现少量凋亡,48h 时凋亡增加明显,96h 时的凋亡比
例甚至高达 90%。 这说明当 POS 等吞噬物聚集于细胞
外,会以浓度和时间依赖性的方式诱导 RPE 细胞的凋亡,
并且老年性 RPE 细胞可能对此更为敏感。
摇 摇 RCS 大鼠是一种 RP 动物模型
[7],其病理机制主要是
参与 RPE 细胞内吞 POS 的 MERTK 基因突变,大量的 POS
碎片堆积在视网膜下腔中,发生氧化变性,最终引起 RPE
细胞凋亡和感光细胞的变性。 同时研究还发现,该 Mertk
信号分子有利于吞噬细胞抵抗氧化损伤,以及促进吞噬细
胞的存活
[7,8]。
摇 摇 AMD 是目前发达国家老年人主要致盲性眼病,AMD
分为干性和湿性两种临床类型。 其中干性 AMD 占其中大
部分,并且没有有效的治疗方法。 随着研究的深入,人们
逐渐认识到 RPE 细胞吞噬及降解 POS 功能的异常在
AMD 的发病中起着重要的作用。 AMD 的一个显著特征
是细胞内脂褐素和细胞外玻璃膜疣的沉积,随后出现 RPE
细胞的缺失、感光细胞的损伤及 Bruch
,s 膜的改变、新生
血管长入等病理改变。 诸多研究均发现,随着年龄的增长
会出现 RPE 细胞吞噬 POS 功能下降。 在老年小鼠 RPE
中脂褐素的含量约为刚出生时的 20 倍,并且脂褐素的蓄
积阻碍 RPE 吞噬 POS
[9]。 目前研究最多的脂褐素中的成
分是 N-retinylidene- N- retinylethanolamine (A2E)。 随着年
龄的增长,线粒体的突变逐渐增加,逐渐出现功能障碍。
研究发现,胞内线粒体功能障碍的 RPE 细胞吞噬功能降
低,而 A2E 聚集可加剧此吞噬障碍
[10,11]。 还有研究发现,
未吞噬的 POS 碎片由 RPE 细胞顶端转移到 RPE 下,参与
形成玻璃膜疣
[12]。 随着年龄的增长还会出现 RPE 和脉络
膜中的铁离子聚集增多,ARPE-19 暴露于高铁离子的环境
中,其吞噬功能降低,并且降低 RPE 中组织蛋白酶的活性
[4]。
摇 摇 由此可以推断,由于体内基因突变等导致 RPE 细胞
吞噬功能降低,或者由于年龄增长导致 RPE 的吞噬功能
降低、POS 等感光细胞外基质堆积,随着时间延长和浓度
增加,引起氧化应激的进一步加剧,氧化应激诱导凋亡,使
Fas 和 FasL 激活
[13,14],细胞色素 C 从线粒体中释放以及
Caspase-3 的激活
[14],同时还会有胞内 Ca
2+浓度变化
[15],
最终导致 RPE 细胞的凋亡和感光细胞的变性,损害视功
能。 本研究利用吞噬负荷量的 POS 可以明显诱导 RPE 的
凋亡,为进一步研究与吞噬功能障碍导致的 RPE 凋亡相
关的某些临床疾病奠定基础,进一步解释其病理改变及发
病机制,为最终的防治提供科学依据。
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